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片 柳 和 義
胆道系は l 解剖学的に 総腹軌 総肝軌 胆嚢 ▲ 肝 門部肝内大型胆管(肝門部胆管), 末梢部肝内小型胆管(末梢部胆管)に
分類 され る ･ ヒ ト の 胆道系疾患 で ほ , 各 々 の 胆 道区分 が特異的 に 障害 され る こ と が 多 い . 例え ば , 原 発性胆 汁性肝硬変
(prim ary biliary cirrho sisI P B C)や 臓器 移植後 の 肝障害 で は , 肝 内 の 小 型胆管 が選択的 に 障害 され , 原発 性硬化性胆管炎
(pria m ary s cler osing chola ngitis･ P S C)で は捻肝管 , 総胆軌 肝門部胆管に主な病変が み られる . これ ら凪 道糸疾患 の 発生と進
展 に は ▲ 各々 の 解剖学的区分に おけ る胆道上皮細胞 の 構造や傲能や 抗原性 の 違い 等が 深く関連 して い る と思わ れ る . 今 臥 胆
道系疾患の 発生幾序や病態を解明す る基礎的研究 と して , SIc/I C Rマ ウ ス を 用 い て 腹 這系 の 解剖学的区分別培養の 確立 を試 み
た ･ すなわ ち , コ ラ ゲナ ー ゼ濯流法に よ り, 肝を 消化 して 胆管樹(biliary tr e e) を作製 し, ま た , 阻 諷 総胆管を個別 に 採取 し
た ･ そ して ･ 実体顕微鏡下で , 肝内外 の 各 々 の 胆 管系の 区分(総胆私 腹嚢 , 肝門部胆管, 末梢部胆管)を含む徴小組織片 を作
製 し, 培養移植片(e xpla nt)と して用 い た ･ こ れ ら培養移植片 を コ ラ ー ゲ ン ゲ ル 倍 地 上 に 静 置 し, 上 皮 成長国子(epider m al
gro wth fa ctor･ E G F)を含む ヌ ー ･ セ ー ラ ム (Nu-Se r u m) 借地を重層 し, 初代培養を行 っ た . 次 に コ ラ ー ゲ ン ゲ ル 倍地上 の 培養
移植片よ り増殖進展 した 上皮細胞 シ ー ト (間菓系細胞を含まない 部) を選択的に 切り取 り , 別 の コ ラ ー ゲ ン ゲ ル 借地 に 移植 し,
継代培養 を行 っ た ･ な お , 継代培養で は胆道糸上皮細胞の み の 純粋培養を行 っ た ･ 3週間釦 こ継代を繰 り返す こ と に よ り , 胆
嚢, 肝 門∫ 総胆管由来の 胆道上皮細胞の 培養は10代 ま で l 末梢肝内胆管の 胆道上皮 の 培養 は 6代ま で 継代培養す る こ とが 出来
た ･ 形態学上 い ずれ の 培養細胞も低円柱状 ～ 立方状の 形態 を示 し, ゲル 借地上 を 一 層性に 増殖進展 した . い ずれ も粘液染色
(ジ ア ス タ ー ゼ 処理 後過 ヨ ウ素酸 シ ッ フ 染色お よ び ア ル シ ア ン 青 pH 2･5 染色)で は粘液産生が ほ とん ど見られな か っ た . r-グル
タ ミ ル ト ラ ン ス ペ プ チ ダ ー ゼ (T-glutam yltr a n speptida se,T- G T P) 染色では 培養細胞 ほ胸体 が び漫性 に 陽性であ っ た . 免疫組織
化学的に , 初代お よ び継代の い ずれ の 培養上 皮細胞も サ イ ト ケ ラチ ソ (cytoker atin , CK)Z-622 お よ び A-575に び 漫性 に 陽性
で あ っ た ･ ま た 1 レ ク チ ン の ドリ コ ス マ メ レ ク チ ン (Dolicho sbiflo r u s ag glutinin, D B A), ピ ー ナ ッ ツ レ ク チ ン (pe a n ut
ag glutin in･ P N A)･ ダ イズ マ メ レ ク チ ン (s oybe a n ag glutinin, S BA)を 用い , レ ク チ ン 結合性を検討 した と こ ろ , い ずれ の 培養
細胞も部分的 ～ び漫性 に 陽性所見(結合性)を示 した ･ 透過電顧像 で ほ い ずれ の 培養細胞も内腔面に 豊富な徴絨毛を見, 細胞 間
に は 接着装置や俵合 ヒ ダが 認め られ , 生体内の 胆道系上皮 とほ ぼ 同 じ形態 を示 した . ま た , 胆道系上 皮細胞を コ ラ ゲ ナ ー ゼ 処
理 と トリ プ シ ソ 処理 で分離 し, コ ラ ー ゲ ン ゲ ル 培地内で 3次元培養を行う と , 培養2 日目よ り , 嚢胸を 形成 し, 経過 と とも に
内陸が拡張 した ･ 次 に サ イ トカ イ ン 添加よ り , 胆道培養上皮に どの 様 な変化が見 られ る か を検討 した . 培地中に イ ン タ ー フ ェ
ロ ン ーT (interfer o n-garn m a, IF N-T) を 添加 す る と , 初 代 お よ び 継 代培養 の 上 皮細胞 に 主 要 組 織 適 合 抗 原 (m aj｡r
histio c o mpatibility co mple x a ntigen･ M H C) ク ラ ス I ･ Ⅱや 細胞接着分子 1(inter c ellular adhe sio n m ole c ule-1,IC A M-1)の 発
現が 誘導され , 本培養系を用 い る こ と に よ り胆道上皮の 免疫病理学的過程を精細 に 観察す る こ とが 可 能 と考え られ た . また ,
外科的に 切除 した ヒ ト胆嚢の 一 部よ り ･ マ ウ ス の 場合と 同様 に微小鼠織片を作製 して , コ ラ ー ゲ ン ゲル 培地上 で初代培養お よ
び継代培養(純粋培養)を行う こ とが 出来た ･ また , 培 養液中に ヒ ト IF N-T を作 用 させ る こ と に よ り , M H Cク ラ ス Ⅱ や
IC A M-1 の 誘導が 培養 ヒ ト胆嚢上 皮細胞 でも同様に 認め られ た .
Key w ords biliary epithelialcell･ biliary tree 】 C ultu re o n collagen gel, m ajor histioc ompatibility
CO mple x, ad hesion molec ule
成 人の ヒ ト肝内外 の 胆管 は t 全長的 2km に 及び , 肝細胞 で
分泌 され た 胆汁を十 二 指腸 へ と 導く導管 である1)2) . 胆管 お よ び
胆喪 の 内膜面ほ 一 層 の 立方 ～ 円柱上 皮 に よ っ て覆わ れ て お り ,
胆道系上 皮は 水 ∴電解質 の 分泌, 吸収作用と い っ た生理 機能を
持 っ てお り ト 胆汁 の 流れ , 成分の 調節に 重要な役割を担 いl)2} ,
ま た , 粘液 ,IgA, リ ゾ チ ー ム , ラ ク ト フ ェ リ ン な どを分泌す る
こ と に よ り, 胆道 の 局所免疫 にも携わ っ て い る3) .
さ て , 胆道 系は 解剖学的 に 総胆管 , 胆嚢, 肝 内大型胆管 , 肝
内小型版管等 に区分され る 抑 . 肝 内外 の 胆道系ほ レ ベ ル (区分)
に 応 じて 形 凰 粘液産生能 , 糖鎖の 発 現に違 い が あり , また ,
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胆道系上皮細胞の 培養
多く の ヒ ト胆道系疾患で ほ胆管の レ ベ ル に 応 じて 障害の 程度や
病像が異 な っ て い る . 胆道系上 皮細胞の それ ぞれ の 区分に おけ
る棲息 機軋 抗原性の 違 い が , こ れ ら疾患 の 部位選択性 の 背
景に ある と考え られ て い るが , 解明 され て い ない 点, 不 明な点
が 多く残 され て い る .
さ て , 胆道系の 解剖学的区分に 応 じた構造や故能や病態を解
明す る上 で 仁 胆道系 の 各区分毎の 胆道上皮細胞を分離 , 培養す
る系 を用い た ア プ ロ ー チ が 有効と 思わ れ る . 胆道 系上 皮細胞の
培養 は従来からい く つ か 報告され て お り , 当教室 の 河村 ら5)6) ,
吉田
7)が , ウサ ギ を 用い て胆 嚢上皮細胞 の コ ラ ー ゲ ン ゲ ル 内 の
3次元培養法 を開発 し, 疾患解明に おけ る応用性 を報告 して い
る ･ また , 肝 内胆管上皮細胞 の 培養 と して ほ Sir ca ら町の ラ ッ
トの 総胆管結染 に よ り , 肝 内胆管上皮細胞を増殖 させ , コ ラ ゲ
ナ ー ゼ 濯流 法 と密度勾配遠心法 に よ り分離培養す る方法 ,
Ku m arら
g) に よ る無処置の 正 常 ラ ッ トか ら胆管上皮細胞を コ ラ
ゲナ ー ゼ 濯流法 と密度勾配遠心 法 に よ り 分離培養す る方軌
Ku m arら の 方法に モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体 (胆管上 皮細胞 に 特異
的)を用 い る免疫吸着性分離法を観 み合わ せ たIshiiら10ト 12)の 方
軌 Ya ng ら1 3)が報 告 した 正常 ラ ッ トか ら コ ラ ゲナ ー ゼ 潅流 法
と コ ラ ー ゲ ン ゲ ル 内3次元 培養を応用 して 採取す る方法 などが
ある ･ しか し , こ れ ま でに 胆道系 の解剖学的区分に応 じて胆道
上皮細胞を分離 し, 培養 した 報告 は な い . そ こ で 今 臥 マ ウス
の 胆道糸上皮細胞 を , 胆外胆道系 と して総胆管, 胆重層 肥 区分
し, また 肝内腹 這系 と して肝門部肝内大型胆管(肝門部胆管),
末梢部肝内小型胆管(末梢部胆管)をそ れ ぞれ 区分別 に 培養す
る こ と を 試み , 総胆管 , 胆嚢 , 肝門部胆管の 胆道上皮ほ1 0代ま
で , 末梢部胆管 の 胆 道上 皮ほ 6代 ま で 継代 して観察 し, こ れ ら
の 細胞学的性状を検討 した の で 報告す る .
材料お よび方法
Ⅰ . 初代培養
材料と して 30～ 35g の 雄 マ ウ ス (SIc/ICR, 日本 S L C, 浜
松) を使用 した . エ ー テ ル 麻酔下で 開腹 し , 静脈留置針(24 G,
テ ル モ , 東京) を 下大静脈に 挿入 して 下 大静脈を流入部 , 門脈
を 流出部 と し た 流路 を作製 し た (図 1). ペ リ ス タ ポ ン プ
(Ma sterfle x. C hic ago, U S A) を 用 い て , カ ル シ ウ ム 不 含
Ha nks 液を 潜流 し, 脱血 した . 次 に0.04%の コ ラ ゲ ナ ー ゼ (コ
ラ ゲ ナ ー ゼ S-1, 新 田 ゼ ラ チ ン , 大阪) と0.005% ト リ プ シ ン イ
ン ヒ ビ タ ー (Sigm a, St, Lo uis, U S A) を 含む pH 7.4 の Ha m
F-12(Flo w Labo r atorie s,Ir vin e, Sc otla nd) 培養液(以下, コ ラ
ゲ ナ ー ゼ 溶液)を10分間湾流 し, 肝実質を 消化 した . 肝 臓を 摘
出軋 ク シ と歯 ブ ラ シ で肝細胞を剥離除去 し , 胆 管樹(biliary
tr e e) を作製 した . また , これ とは 別 に 総胆管 と胆嚢を 摘出 し
た .
次に カ ル シ ウ ム 不 含 Hanks 液 中に 胆管樹を浮遊 させ , 実体
顕微鏡下(オ リ ン パ ス , 東京)で マ イ ク ロ サ ー ジ ャ リ ー 用 の ハ サ
ミ と ピ ン セ ッ ト(夏目 製作軌 東京)を用 い て , 肝門部胞管 と末
梢部胆管に区分 して細切 し, 微小組織片 を作製 した . また J 胆
嚢お よ び総胆管も同様 に 実体原敬鏡下で , 胆嚢は 2 ま た ほ 3分
割∫ 総胆管は 3ま た は 4分割 して , それ ぞれ 微小組織片を作製
graft-V er Su S-ho st dise as e; HG F hepatocyte gro wth
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した .
微小狙織片 を 2･5pg/ml ホ ル ス コ リ ン (forskolin) (和光純薬,
大 阪)･ 25ng/ml マ ウ ス 上 皮 成 長 因 子 (epider m al gro wth
fa ctor, EG F) (Upstate Biote chn olog y, Ne w York, U S A),
10pg/mlイ ン ス リ ソ (in s ulin)(和光純# ), 100単位/mlペ ニ シ リ
ソ G(明治製菓, 東京), 100捕/血 ス ト レ プ ト マ イ シ ソ (明治製
菓) お よ び 1 0% ヌ ー ･ セ ー ラ ム (Nu-Ser u m) Ⅴ (Be ct｡n
Dickin so nLabw ar e, Bedford, U S A)を含む ダ ル ベ ヅ コ 変法イ ー
グ ル 培 地 (Dulbec c o
'
s m odific atio n of Eagle
,
s m ediu m,
D M E M) (Flo w Labor atorie s)/Ha mF-12(Flo w Labo ratories) 等
量培養液(以下, ヌ ー ･ セ ー ラ ム 培地)に浮遊 させ . 5 % C O2イ ン
キ エ ペ - タ ー 内で 1 日間, 浮遊培養 した .
次 に0 ･3% 酸可 溶性 I型 コ ラ ー ゲ ン ゲ ル (Cellm atrix Type
I-A ･ 新田 ゼ ラ チ ン), 10倍濃度 の D M E M/Ha mF-1 2等量培軋
2･2 % NaH C O3 お よ び 200m M H E P E S(和光 純薬)を 含む
0･05 N NaO H溶液をそ れぞれ 8‥1:1 の 割合で 混和 し, そ れ を
細胞培養皿(径59m m, Coming, Ne w York, U S A) に 5ml注入
し･ ゲル 化 (固化) する前に 4 ℃の 冷蔵庫(三 軋 大阪) に 一 時
的 に 保管 した ･ 次に 1 日 間浮遊培養 した 微小組織片(胆嚢, 総
胆乳 肝門部胆管 , 末梢部胆管の 4区軌 以下 4区分) を ピ ン
セ ッ ト を用 い て , 培養移植片と して コ ラ ー ゲ ン ゲ ル 培地 (ゲ ル
培地)上 に 静置 し, 37 ℃でゲ ル 化 した 乳 初代培養を行 っ た . 培
養液は 3 日毎に 交換 し ト 経時的に 2週間ま で位相差顕教鏡(オ
リ ン パ ス)で 観察 した . ただ し, 予備実験 で , 初代培養で は 4 区
分の 培養移植片か ら 仁 胆道系上皮細胞が い ずれ も増軋 進展す
る が , 肝内胆道系(肝門部胆管, 末梢部胆管)の 培養移植片でほ
培養開始 3 ～ 5 日ま で は胆道系上皮細胞 の 増殖が問質系細胞 よ
り先行 して い て も培養開始1週間 ～ 1 0 日目で 問質系細胞が上 皮
細胞 の 増殖先端部に 追 い つ き, 追い 越す現象が見られ る こ とが
少 なくな い と い う知見を得て い た . こ の た め , 本実験で は しば
しば肝外胆道系を含め , 初代培養開始5 日 ～ 1週間 目に位相差
顕微鏡下で , 培養移植片と 問質系細胞 の 増殖 が見 られ る コ ロ
perfu sio n of a･ n O r m al m u rin eliv erto pr epar ethe biiiary
tre e.
fa ctor;IC A M-l, inter cellular adhesion m olecule-1;IF N-T,
interferon ga m m a;LF A-1, 1ym phocyte-fu n ctio n ass o ciated a ntigen-1; M = C, m ajor histioc o mpatibility comple x
a ntige n; P A S, periodic acid Schiff;P B C, prim ary biliary cirrhosis ; P B S, phosphate-buffered saline ;P N A,
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ニ ー 中心部の 領域 を ハ サ ミ と ピ ン セ ッ トを 用い て ゲ ル 培地 ご と
除去 し, 胆道 系上皮成分 の み で , 初代培養を続けた .
‡ . 継代培養
阻喪 , 総胆管t 肝 門部胆管 , 末梢部胆管の 各初代培養 に お い
て , 培養移植片よ り 胞道糸上皮細胸 は ゲ ル 培地上 を 単層性 に 増
殖進展 した . 増殖先端部 で は問質細胞 の 混入 の な い 胆道系上皮
細胞の みか らな る領域が所々 に 認め られ た . こ の 部位を位相差
顕教鏡下で 選択的 に ゲ ル 培地 ご と約径 3m m 大の 模型に 切 り取
り , 別の ゲ ル 培地 に 移植 し, 継代培養を行 っ た . 継代培養で は
10% ヌ ー ･ セ ー ラ ム (Nu -Se ru m)V の 代わ り に10% 牛胎児血清
(Gibc o,Ne wYo rk, U S A)を 含む血清培地を用 い て 3週間培養 を
行 っ た . 同様 の 操作を 3週間毎 に 繰 り返 し, 胆嚢 , 総胆 管 , 肝
門部胆管で ほ10代 まで , 末梢部胆管 は 6代ま で観察を続けた .
Ⅲ . 3次元培養
継代培養 を 3週間行 い , 集密的(コ ン フ ル エ ソ り 状態 に 達 し
た胆道糸上皮細胞(4区分) を ゲ ル 培地 ご と ピ ン セ ッ ト で 培養
皿か ら , 剥離 し, 遠沈管(50ml, Co r ning) に 入 れ , 1 00 0単位/
mI デ ィ ス パ ー ゼ (合同酒精, 東京)を含む コ ラ ゲ ナ ー ゼ 溶液 を
注ぎ, 密封 して40分間イ ン キ エ ペ - タ ー 内で 乗法器(マ イ ル ド
ミ キ サ ー P R-12, タ イ テ ッ ク , 埼玉)を 用い て 振返 し , ゲ ル 培地
を亨削ヒした . 次 に カ ル シ ウ ム 不含 Ha nks 液を 遠沈管 に 添加 し,
遠心(800rpm , 5分間)し, 上 皮成分を沈殿 させ た . 上 澄 み液 を
吸入 後一 さ ら に0.25% トリ プ シ ン (Sigrn a_) と0.0 2%の E D T A
(和光純薬)を含む カ ル シ ウ ム 不含 Ha nks 液 い リ ブ シ ソ 溶液)
を15分間作用 させ 一 細 胞を分散 させ た . 血 清培地を加 え る こ と
に よ りト リ プ シ ン を 不 信化させ た 後 , 再び遠心 し , 上皮成分を
沈殿 させ た . 上 澄み 液を 吸引後 , カ ル シ ウ ム 不含 Ha nks 液を添
加 して , 拡散 し , 再度遠心 し, 沈殿 させ た . こ の 沈漆物 に ゲ ル
培地を加 え , 十分 に 混和後∴細胞培養皿(径3.5c m) に 3ml注
入 し, 37 ℃で 固化 させ た . こ の 上 に 血 清培地を重層 して37℃ ,
5 % C O2イ ン キ ュ ベ ー タ ー 内で 3週間わ た っ て 培養 し, 位相差顕
微鏡下 で経時的 に 観察 した .
Ⅳ . イン タ ー 7 ェ ロ ン ー γ (interfe ro n- ga m m a, IF N- y) 添
加に よ る主要組織適合兢原ク ラス Ⅰ , ク ラ ス Ⅰお よび細
胞接着分子 の 発現 の検討
血清培地で 3週間培養 し, ほ ぼ コ ン フ ル エ ソ ト な状態 に 達 し
た 初代 およ び 継代培養細胞(4区分)に お い て , 血 清培地中 に マ
ウ ス IF N-T(Ge n zym e, Ca mbridge, U S A) を添加(5 0 0単位/
ml) し, 3日 間作用 さ せ た , 標本作製 お よび 免疫染色 ほ後述す
る .
Ⅴ . 胆道系上皮細胞 の形態学的検討
1. 光学的観察
〔培養細胞〕
初代培養で は 1週日と 2週 日 , 継代培養 で は 3週目 の 胆道系
上皮細胞(4区分) を ゲ ル 培地 ご と1 0%緩衝 ホ ル マ リ ン で4 8時
間固定 した 後 , すだ れ 状に ゲ ル 培地を ス ラ イ ス し , パ ラ フ ィ ン
包理後, 薄切 し , 切片を 作製 した . ま た , 3次元培養で は培養
3 日 臥 1週日, 2週 臥 3週日の 4区分 の 胆道系上皮細胞 を
ホ ル マ リ ン で 3 日間固定 した後 , パ ラフ ィ ン 包理 し , 切片を作
製 した .
〔胆道系覿織〕
30～ 35g の 雄 マ ウ ス を エ ー テ ル 麻酔下 で開腹後 , 下大静脈 を
切断 し, 失血 死 させ て , 肝臓, 総胆管 一 胆 嚢を 直ち に 摘出 し,
細切 した 後 , ホ ル マ リ ン 固定 , パ ラ フ ィ ン 包 理 切片 を作製 し
た .
こ の 切片を 用 い , H E染色, 粘液や 細胞表面の 糖蛋白の 有無
を 検索す る た め に ジ ア ス タ ー ゼ 処 理 後過 ヨ ウ 素 シ ッ フ
(periodic a cid Schiff, d- P A S) 染色, ア ル シ ア ン 青 (alcia n
blu e, A B)pH 2.5 染色を行 っ た .
2 . T- グ ル タ ミ ル ト ラ ン ス ペ プ チ ダ
ー ゼ (ga m m a- gluta myl
tr a n speptidas e, T-G T P) の 染色
TTG T P染色を Rutenberg ら
一4)の 方法に 準 じて行 っ た . 継代培
養 を 3週間行 い , コ ン フ ル エ ソ ト な 状態に 達 した 4 区分 の 胆道
系上皮細胞 を コ ラ ゲ ナ ー ゼ 処理 と ト リ プ シ ソ 処理 に よ り , 可 及
的に 単細胞化 し, Ⅰ型 コ ラ ー ゲ ン (新田 ゼ ラ チ ン) で 塗布 した
Lab-T E Kチ ャ ン バ ー ス ラ イ ド (2w ell) (Nu n c, Napervi 1le,
U S A) 上 に 散布 して , 血 清培地 で , 2週 間培養 した . 次に80%
エ タ ノ ー ル を 1 時間作 用 させ る こ と に よ り固定 し, γ一 グ ル タ ミ
ル 4ー- メ チ オ 車 シ 2ー-ナ フ チ ル ア ミ ド (T-gluta myl-4- m etho xy-
2-n aPhthyla mide) (Calbio che m, Sa n Diego, U S A) 2･5mg,
pH 7.4 Tris 緩衝液 5.Oml, 0.85% Na cl溶液14ml, グリ シ ル グ リ
シ ン (glycylglycin e)(和光純薬)10m g, フ ァ ス トブ ル q B Bサ ル
ト (fast blu eB Bs alt) (Sigm a)1 0mg か らな る染色液に37 ℃で
50分間作用 させ , 0.85 % NaCl溶液で洗浄後 ▲ 0.1 M 硫酸銅(和
光純薬) 溶液を 2 分間作用 させ , 生 理食塩水 , 蒸留水 で 洗浄後 ,
メ チ ル グ リ ー ン で 核染 し , 封入 した . r- G T Pの 陽性 コ ン ト ロ ー
ル と して , マ ウ ス 膵敵織の 凍結切片を使用 した .
3 . 5-ブ ロ モ ー2
'
-デ オ キ シ ウ リ ジ ン (5-br o m oq2
'
-de o xyu ridin e,
Brd U) を用 い た D N A合成期(S 期) 細胞の 検出
チ ミ ジ ン (thymi din e) 類 似体 である Brd U を用い て , ア ビ
ン ービ オ チ ソ ー ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 複 合体 (avi din-biotin -per O Xi-
das e c o mple x, A B C)法に よ り , BrdU の 免疫染色 を行 い , 培養
細胞の S 潮細胞 の 標識率 を測定 した . つ ま り , 継代培養 した 単
道糸上皮細胞 を コ ラ ゲ ナ ー ゼ 処理 と トリ プ シ ン 処理 に よ り , Ⅰ
型 コ ラ ー ゲ ン を塗布 した Lab-T E Kチ ャ ン バ ー ス ライ ド上 で 3
日間培養 した . 続 い て 培養液中に 0.1m M Brd U(Extr asynthes-
e, Ge n ay, Fra n c e) を 添加 し , 37 ℃で6 0分間作用 さ せ た 後 ,
0.01 Mリ ン 酸緩衝 生理 食塩 水 (pH7.2) (pho sphate-buffe red
s alin e, P B S)で 洗浄後 , 80% エ タ ノ ー ル で 固定 した . 続い て ,
P B Sで 洗浄後 , 2 Nの H Cl溶液で30分間作用 させ た . 0.3%
酸化水素加 メ タ ノ ー ル で 内因性 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ を 失宿 さ せ ,
P B S で洗浄 した . そ の 後 , 非特異反応阻止の た め , 正常 山羊血
清(フ ナ コ シ , 東京 , 1 0倍 希釈)を作用させ た . 次に 1 次抗体 と
して ラ ッ ト 抗 Brd U抗体(Bio sys, Co mpiegn e, Fr a n c e, 250倍希
釈) を室温で 2時間反応 さ せ , 2 次抗体 と して ビ オ チ ソ 化抗
ラ ッ トIgG 抗体(Ve cto rLabor ato rie s, Burliga m e, U S A) で30
分反応 させ , A B C法と0.005% 過酸化水素加 ジア ミ ノ ベ ン チ ジ
ン (3-3
'
-dia min obe n zidin e, D AB)(Sigm a)処 理 に よ っ て 発色 さ
せ , メ チ ル グ リ
ー ン で 核染色を行い , 封入 し, 検鏡 した . 標識
率は核培養系 とも1000個の 培養細胞 を観察 し, 陽性 に 染色され
pe a n ut ag glutinin; P S C, . prim ary scle rosing chola ngitis;S B A, S Oybe an ag glutinin; V CAM-1, V a S Cular adhesion
m olecule-1; V L A-4, V e rylate antigen-4;電顕 , 電子顕微鏡;肝門部胆管, 肝門部肝内大型胆管;末梢部胆管, 末
梢部肝 内小型胆管
胆道系上皮細胞の 培養
た細胞数を%で 表 した .
4 . 免疫組織学的検討
初代と継代 の 培養細胞お よ び胆道系組織 の パ ラ フ ィ ン 包理 切
片を用い て , 免疫 組織化学的 に サ イ ト ケ ラ テ ン (cytoker atin ,
C K)Z-622〈ウ サ ギ 抗 ウ シ (ワ イ ド) ケ ラ チ ン 抗 体 , D A K O,
Glo str up, De n m a rk, 300倍希釈) お よ び C K A-575(ウ サ ギ抗 ヒ
ト ケ ラ チ ソ 抗体 , D A K O, 300倍希釈)の 発現を検討 した . 脱 パ
ラ フ ィ ン 切片を P B S で洗浄後 卜 過酸化水素加 メ タ ノ ー ル で 内
困性 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ を 失括 させ , P B S で洗浄後 , 非特異反応
阻止 の た 軋 正常山羊血 清 を作用 させ た . 次 に 1 次 抗体 の
Z-622お よ び A-575抗体を室温で 2時間反応 させ , 2次抗体と
して ビオ チ ン 化ヤ ギ 抗ウ サ ギ IgG 抗体(Vecto rLabor atories)
で30分反応 させ , A B C法 と D A B処理 に よ っ て発色 させ , へ マ
トキ シ リ ン また は メ チ ル グ リ ー ン で 核染色を行 い , 封入 後 , 検
鏡 した .
5 . レ ク チ ン 鼠織 化学
初代 と継代の 培養栽培 およ び 胆道系組織 の ホ ル マ リ ン 固定 ,
パ ラ フ ィ ン 包理 切片を用 い て , レ ク チ ン 結 合性 の 検討 を行 っ
た . 使用 した レ ク チ ン は ド リ コ ス マ メ レ ク チ ン (βoJどc加∫
biflo rus ag glutinin, D B A)(Vecto rLabo ratorie s, 100倍希釈),
ピ ー ナ ッ ツ レ ク チ ン (pe a n ut ag glutinin, P N A) (Ve cto r
Labor atorie s, 5 0倍 希釈), ダ イ ズ マ メ レ ク チ ン (s oybe a n
ag glutinin,S B A)(Ve ctorLabor atories, 100倍希釈)の 3種類で
ある . い ずれ も ど オ チ ン 化 したも の を用 い た . 脱 パ ラ フ ィ ン 切
片を P B S で洗浄後 , 過酸化水素加 メ タ ノ ー ル で 内因性 ペ ル オ
キ シ ダ ー ゼ を 失宿 さ せ , P B Sで 洗浄後, 適宜希釈 した ビオチ ン
化 レ ク チ ソ を 室温で 2時間反応 させ , A B C法 と D A B処理 で 発
色 した . 続 い て へ マ トキ シ リ ン で 核染色を行い , 封入 し , 検鏡
した .
6 . 電子顕微鏡(電顕)的観察
継代単層培養を 3週間行 っ た 胆道系上皮細胞 (4区分) と 3
日間3次元培養を行 っ た胆道系上皮細胞(4区分) をゲ ル 培地
ごと細切 して , 4 ℃の 2% グル タ ー ル ア ル デ ヒ ド (0.1 M, カ コ
ジ ル 酸緩衝液 , pH 7.4) で90分間固定 し , 同緩衝液で 3 回 洗浄
後, 2% オ ス ミ ウ ム 酸 で60分間国定 し, 型の ご と く
,
エ タ ノ ー
ル 系列で 脱水 し, エ ボ ン 包理 し, 超 薄切片を作製 した . 続い て
酢酸 ウ ラ ン と ク エ ン 酸鉛の 2重染色を行い , 透過電顕 ( 日 立製
作所 , 東京) で観察 を行 っ た .
7 ･ IF Nで 添加 に よ る主 要覿織適合抗原 ク ラ ス Ⅰ , ク ラ ス Ⅱ
お よび 接着分子 の 発現 の 検討
3日 間 IF N-r を 作用 させ た 4区分の 初代 お よ び 継代培養細
胞をすだ れ 状 に ゲ ル 培地 ご と 切開 し , 凍結 用 包理 剤 (0.C.T,
Co mpo u nd, Tiss u e-Tek, M ilesIn c. , Elk ha rt, U S A)に 包理 し,
液休窒素で 急速 に 凍結 させ , ク リ オ ス タ ッ ト(マ イ ル ス ･ 三 札
束京) で 5〟m の 凍結切片を作製 した . 次 に 凍結切片を A B C法
に よ り , 主 要 敵 織 適 合複 合 体 (m ajor histio c o mpatibility
C O mple x, M H C) ク ラ ス I (ラ ッ ト抗 マ ウ ス ク ラ ス Ⅰ 抗 体 ,
ER-M P 42, B M A, Augst, S witz erla nd, 50倍希釈) と M H Cク
ラ ス Ⅰ(ラ ッ ト抗 マ ウ ス ク ラ ス J抗体 , E R-T R 3, B MA, 50倍希
釈), 接着分子 である細胞間接着分子 1 (inter c ellular adhe si｡n
m olec ule-1,IC A M-1) (ラ ッ ト抗 マ ウ ス IC A M-1 抗 体 , B S A-2,
British Biote chn olog y, U K, 1 0 0倍 希釈) と 血 管接着分 子 1
(v as c ular adhesio n m ole c ule-1, V C A M-1)(ラ ッ ト 抗 マ ウ ス
V CA M-1 抗 軋 M/K-2, So uthernB iotechn olog y, Birmingha-
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rn, U S A, 25倍希釈)の 発現の 検討 し , 凍結切片を 4 ℃4%パ ラ
ホ ル ム ア ル デ ヒ ド(半井化学, 京都) を含む P B Sで1 0分固定
後l 洗浄 し, 過酸化水素加メ タ ノ ー ル で 内因性 ペ ル オ キ シ ダ ー
ゼ を失活 させ , P B S で洗浄 した 後 , 非特異反応阻止 の ため , 正
常山羊血清を作用 させ た . 次 に 1次抗体を室温で 2 時間反応 さ
せ , 2 次 抗体 と して ビ オ テ ン 化 山羊抗 ラ ッ ト IgG 抗 体
(Kirkega ard & Perry Laboratorie s, Maryla nd, U S A, 10 0倍希
釈)で30分反応 させ , A B C法と DA B処理で発色さ せ , メ チ ル
グ リ ー ン ま た ほ へ マ トキ シ リ ン で 核染色 を行い , 封 入 し, 検鏡
した .
さ らに 凍結切片を用い て , 包唾前免疫反応法(pr e-e mbeddin-
g 法) に よ る免疫電顕で抗原の 局在性 に つ い て 検討 した . 各凍
結切片を パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド溶液 で固定後 , 過酸化水素加 メ
タ ノ ー ル に よ り 内因性 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ を 失清 させ , 正常山羊
血清を作用させ た 後, 各1 次抗体 を室温で 2時間反応させ た .
続い て 2 次抗体 と して ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 標識 の 山羊抗 ラ ッ ト
IgG 抗体(Kirkega ard & Perry Labor atorie s, 1 00倍希釈)で30
分間反応 させ , D A B処理 で発色 させ た . 次 に 2 %オ ス ミ ウ ム
酸で60分間固定 し, 型の ごとく ユ ニ ク ノ ー ル 系列で 脱水 し, エ
ボ ン 処理 し , 超薄切片を作製 し , 透過電顕 で観察を行 っ た .
ま た , マ ウ ス の 肝臓(末梢部胆管, 肝門部胆管), 総阻管, 姐
嚢の 凍結切片を利用 して , 同様に M H Cク ラ ス Ⅰ , ク ラ ス Ⅲ お
よ び I C A M-1, V CA M-1 の 発現を検討 した .
Ⅵ . ヒ ト胆嚢上皮細胞の培養
胆石症の 診断で外科的に 切除 した 胆嚢 の 一 部を 実体顕微鏡下
で , 出来る だ け紫膜下組織 , 固有筋層, 粘膜下甑織 を切離 した
後 , 細切 して ∴微小観織片を作製 し, ゲ ル 培地上 で 初代培養を
2週間行 っ た . 続い て 増殖先端部の 胆嚢上皮細胞の み か らな る
部分を選択的 に 模型に 切 り取 り , 別 の ゲ ル 培 地 に 移植 し ,
2･5FLg/ml ホ ル ス コ リ ン (forskolin)(和光純薬), 25ng/ml ヒ ト ー
リ コ ン ビナ ン ト E G F(Upstate Biotechn olog y),10pg/mlヒ ト ー
リ コ ン ビナ ン トイ ン ス リ ン (和光純薬), 100単位/血 ペ ニ シ リ
ン G ( 明治製菓 , 東京), 10恥g/ml ス ト レ プ ト マ イ シ ン (明治製
菓), 10%牛胎児血清(Gibc o) を含 む D M E MてFlo w Laborato r-
ies)/Ha m F-1 2(F lo w Labor atories) 等量培養液を重層 して継代
培養を行 っ た . 継代培養 した胆 嚢上 皮細胞 を ゲ ル 培地 ごとす だ
れ 状に ス ラ イ ス し , パ ラ フ ィ ン 包理 後 , 薄切 し, 切片を作製 し
た .
次に 脱 パ ラ フ ィ ン 切片を用 い て , Af∋C法に よ り , ヒ ト 胆道
系上皮細胞に 特異的と報告 されて い る 中間径 フ ィ ラ メ ン ト の
C K7, C K 19に つ い て 検討 した . 1 次抗体と して は マ ウ ス 抗 ヒ ト
C K7 モ ノ ク ロ p ナ ル 抗体(OV-T L 12/30,D A K O, 50倍希釈), マ
ウ ス 抗 ヒ ト C K 19モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体(B A 17, D A K O, 50倍希
釈) を , 2 次抗体 と し て , ビ オ チ ン 化 ウ マ 抗 マ ウ ス IgG
(Ve ctorLabor ato rie s) を使用 した .
継代培養 した胆嚢上皮細胞に も ヒ トーリ コ ン ビナ ン ト IF N-γ
(Sig皿 a)を培地中に500単位/血 とな るよ うに 添加 し , 3 日間培
養 した . 次 に マ ウス 胆道系上皮柵胸 と同じ手法で , 凍結切片を
作製 し, A B C法 に よ り, 主要鼠織適合抗原で ある M H Cク ラ ス
Ⅰ (マ ウ ス 抗 ヒ ト hu m a nle uko cyte･a ntige n-D Rα, H L A-D R
a 抗 体 , T A し1 B 5, D A K O, 5 0倍 希釈) と接着分子 であ る
IC A M-1 (マ ウ ス 抗 ヒ ト IC A M-1 抗 体 , B BIG-Il, British
Biote ch, A bingdo n, U K, 1000倍希釈), V C A M-1(マ ウス 抗 ヒ ト
V C A M-1 抗体, BBI G一 V l, British Biote ch. 1000倍希釈)の 発現
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Fig･ 2･ Mu rin etis s u e spe cim e n sior explant of prim ary c ultu r e of biliary epithelialc ells o n c ollage n gel. (A) A biliary tr e e m ade
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Fig. 3. Histologic findings of m u rin etiss u e specim en sfor e xpla nt of prim a ry bilia ry epithelial c ultur e o n c ollage n gel c ultu r e･
(A) Tiss u e spe cim e n sfr o mperipher alregion of bilia ry tr e e c o ntain s e v er alintr ahepatic sm au bile du cts(arr o wheads)･ H E,
×200. (B)A fr agm e nt of hilAr regio n of bilia.ry tr e e c o ntaips ala rgeintr ahepatic bile dtlCt(arr ow he ads)･ H E, ×132･ (C) A
tiss u e spe cim e n of c o m m o nbile du ct(a rro whe ads) which islin ed by a single laye r of biliary epithelialc elIs･ H E, ×100･ (D)A
tiss u e spe cim e nga11blad der which islined by a singlelayer o王biliary epithelial cells･ H E, ×80･
胆道糸上皮細胞 の 培養
に つ い て検討 した .
成 績
Ⅰ . 初代培養
コ ラ ゲナ ー ゼ 湾流法 よ り径約 2×2c m 大 の 微小な 胆管樹を得
る こ とが 出来た( 図2 A). 実体顕微鏡下で胆管樹 を肝被膜側の
末梢部と肝門掛 こ分け , 微小紅織片 と した . 各 々 別途採取 した
胆嚢お よ び総胆管( 囲2 B, C)を細切 して同 じく微小魁織片を作
製 した . こ れ らの 一 部を H E染色標本 に よ り観察 し, い ずれ に
も各 々 の 解剖学的区分に準 じた 胆道系上皮を含ん で い る こ と を
確認 した(図 3 A, B,C, D). これ ら の 微小組織片を培養移植片と
し , ゲ ル 借地上 に 静置 し, 培養 した (初代培養).
初代培養開始後 3日 目 よ り , ゲ ル 倍地上 の 培養移植片か ら ,
胆道系上 皮細胞の シ ー ト状の 増殖が 観察 され た (図 4). なお ,
上 皮細胞の 増殖が見 られ ない 培養移植片で は線維芽細胞や内皮
細胞 な どの 問質系細胞 の 増殖の み が 認め られ た . また - い かな
る細胞 の 増殖も観察 され ない 培養移植片も見 られ た . 4区分の
培養移植片よ り, 胆道系 上 皮成分 の 増殖 を見た が , 区 分に よ
り , 培養移植片か ら上 皮 が 増殖進展 して く る 割合 や速度 が異
な っ て い た(表1). 肝内胆道系(肝門部お よ び末梢部)の 阻道糸
上皮細胞の 増殖進展す る成功率 は肝外胆道系(総胆管お よ び 胆
嚢)に 比べ て低く , 掛 こ末梢部 でほ 増殖 を開始 した培養移植片
ほ ∴培養を試み た 培養移植片の7.5% で あ っ た . 位相 差顕微鏡
に よ る観察 で ほ増殖 した 胆道系上皮細胞は敷石状 に 配列 し , 次
Fig･ 4･ T he m urin ebilia ry epithelial c ells(arr o whe ads) a,e
a ctiv ely spre ading a nd for ming a n epithelial she et o n
COllage n gel fr o m the e xpla nt (E). Prim ary cultur e of
biliary epithelial c els of the peripher al bile du cts o n
C Ollage ngel for3 days･ P ha se c o ntr ast micr o sc op y, ×60.
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第に シ ー ト状に ゲ ル 培地上 を増殖進展 し , コ ロ ニ ー を 形成 し
た ･ 位相差顕微鏡下で の 胆道系上皮細胞 と問質系細胞の 区別 ほ
容易であり , コ ロ ニ ー の 増殖先端部で ほ問質系細胞 の 混入 の な
い 領域が 所 々 に 認め られた .
こ れ らの 標本を H E染色 で 観察する と胆道糸上皮細胞ほ ゲ ル
培地上 を 一 層性 に 増殖進展 し, コ ロ ニ ー の 中心 部で ほ 円柱状 ～
Fig･ 6･ Se c o ndary c ultur eof m urin e biliary epithelial c ells
Obtain ed fr o mprim a ry c uLtur e, On C Ollage n gel. (A)Bilia ry
epithelial c ells of hilarbile du ct cultu red fo r2 w e eks sho w
a c olny oL biliary epithelial c ells fro m expla nt (E). T he
dia m eter of c olo ny (epithelial c e1 sheet) is abo ut 2 c m.
(B)Cultur ed bilary epithelialc ells(6pas s ages)de rived fr o m
the c o m m o nbile ductfor m lng ePithelial c elIsheet sho w
C Obble sto n e ap per a nc e･ P has e c o ntr a st mic roscop y,
×150.
Tablel･ Prim ary c ultur e of m u rin ebjliaTy ePithelial c elユs on collage ngel
Origin of m u rin e
biliary epithelialc ells
Nu mbe r of
e xpla nts
tried(A)
Nu mber of 占Ⅹpla nts Frequ e n cy of su c ce s sful
Showing epithelial biliary epithelial c elI
C e11gr owth o n c ultur e(B/A, %)
C Ol】age n gel(B)
G al1bladder
Co m m o nbile duct
Hilarbile du ct





























Expla nts w er eobtain ed fr ornfiv e m o u se.
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立 方状の 形態を 示 し , 辺綾部 で ほ 扁平な細胞形態を 示 し た (国
5 A). 粘液染色(d-P A S, A BpH 2.5) で は , 培養細胞は所 々 で 内
腔縁の 刷子縁 が陽性 であ っ たが , 胸体内に ほ粘液塵生や貯留像
はほ とん ど観察 され な か っ た( 図5B). な お , ゲ ル 培地上 に 静置
Fig. 7. Ele ctr o n micr o sc opic findings of m urin e biliary
epithelial layer of peripheral s m au bile du ct c ultur ed o n
C Ollagen gel for 3 w eeks (3 pa ss age s). T he s ebiliary
epithelialc e11s sho w m a ny microvi11io nthelu min als urfa c e
(a steric), m a ny mito cho ndriain their cytopla s m a nd ba,Sauy
Situ ated n u cle u s(N). Arr o whe ad,ju n ctio n al c o mple x; Ⅰ,
inter c ellulardigitatio n. ×4,000.
した微小組織片直下お よ び 周 囲 の ゲ ル 培地内 に は 線維芽細胞
様 , 内皮細胞様の 問質系細胞の 浸潤, 増殖 が観察 され た .
1 . 継代培養
初代培養 で培養移植片 よ り増殖 した 胆道系上 皮細胞 の シ ー ト
で , 上皮細胞 の み か ら な る増殖先端部を選択的に ハ サ ミ で 切 り
取 り , こ れを培養移植片 と して別 の ゲル 培地 上 に 移 植 した . そ
の 結果 , 形態学的に 胆道系 上皮細胞 の み か らな る シ ー ト状の 増
殖 を示 す コ ロ ニ ー が 観察 さ れ た . 継代 以後の 培養で は 胆道系上
皮細胞 の み の 純粋培養と な っ た ( 図6 A, B).
4 区分か らの 胆道系上皮培養細胞 ほ それ ぞれ , 位相差顕微鏡
や H E染色に よ る観察 でほ 初代 と同様であ っ た . つ ま り , 胆道
系上皮細胞ほ 一 層性 に 増殖進展 し, 中心部 でほ 低円柱状 ～ 立 方
状 , 辺縁部で は 扁平な細胞形態を 示 L た. 粘液染色 でほ 継代培
養細胞 は初代 と同様 に 所 々 内腔稼が陽性で あ っ た が , 胞体内に
は 粘液産生や貯留 は ほ とん ど見 られ な か っ た . た だ し, ごく 一
部の 上 皮に ほ細胞内に 小腺腔(小褒胞)を形成 し, そ の 内部 に 粘
液が充満 して お り , 粘液 の 産生が 示 唆 された .
継代 3週 目 の 培 養上 皮を 電顕的 に 観察す ると , 4 区分の い ず
れ の 胆道系上皮に お い て も極性 の 形成が明瞭 で , 培養液に 面す
る管脛面 , ゲル 培地に 面す る基底面 , そ れ に 培養上 皮細胞間の
側面 を同 定出来た . 管腔面 で は徴絨毛 が よ く発達 して お り, 側
面に は閉鎖帯(tightju n ctio n), 接着斑(des m o s o m e) 等の 接着装
置(ju n ctio n alc o mple x)や 駿合 ヒ ダ (interdigitatio n) を認め た
(図7). しか し , 細胞内小器官ほ 全 体的に 乏 しく , 生体 内 の 胆










Fig.8. A m ultice1ular cystis de v eloped a nd gro wing within c ollage n gel after e mbedding peripheral s m au bile du ct of m o u s e
within c ouagen gel. (A)a nd(B)a J e C ult r ed for3 days, a nd(C) and(D)for2 w e eks, r e Spe Ctiv ely. T he s e cysts are c o v er ed
by a single laye r of biliary epithelia(B)a nd(D). P has e c o ntr ast micr os c op y, A, C, ×200･ H E, B, D, ×200･
胆道系上皮細胞 の 培養
道糸上皮細胞 と類似 した形態 を示 した .
Ⅲ . 胆道系上皮の 3次元培養
継代3週 目の 培養胆道系上皮細胞を コ ラ ゲ ナ ー ゼ 処理 と ト リ
プ シ ン 処理に よ り , 可及 的 に 単細胞化 し, コ ラ ー ゲ ン ゲ ル 培地
内で 3次元 培養を行うと , 培養 2日 目 よ り , 一 層 の 胆道系上皮
リ町 ∵彗 ㌢ ∴ 戦 ∴
Fig･ 5･ Histlogic findings of c ultur ed m u rin ebilary epitheト
ial c ells of hilarbile du ct cultur ed o n c ollage n gel for 2
W eeks(prim ary c ultu re)･ (A)T he c ultu red epithelial layer
is m o n olayer a nd the epithelial c e11s ar e c uboidal or
C Olu m n ar･ C, C Ollage ngel. HE, ×400. (B) T he lumin al
S urfa c e of the c ultu red biliary epithelia1 1ayeris positiv e
for a cidglyc oprotein dete cted by alcia nblu e･ C, C Ollagen
gel･ A Icia nblu epH 2.5 stain, × 400.
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細胞 で覆 われ た 嚢魔 の 形成 を認め (図8 A, B)∴経時的に 蛮胞 の
内腱の 拡張が観察され た ( 図8 C, D). 4 区分の い ずれ の 腹道糸
上皮細胞 に お い ても褒胸形成像が認め られ た . 粘液産生は単層
培養と同様 で あ り, 散在性 に 観察 され る程度で あ っ た .
電顕的 な観察でほ , 単層培養と同様 に 管腱面 にほ 徴絨毛が密
生 し, 側面に は接着装置, 朕合 ヒ ダが観察 され た (因9).
Ⅳ ･ γ - G T P染色に よ る検討
Lab-T E Kチ ャ バ ー ス ラ イ ド上 で 2週間培養 した 4 区分 の 胆
道弟上皮細胞 は い ずれ もび 漫性 に r-G T P が陽性 で あ っ た (図
10).
V ･ BrdU を用い た S 期細胞 の検出
Lab-T E Eチ ャ ン バ ー ス ラ イ ド上 で 3 日間培養 した 4 区 分 の
胆道系培養細胞の Brd Uの 標識率は胆嚢上皮が8.6‰ 総胆管
上皮 が7･8% , 肝 門部胆管上皮 が9. 2‰ 末梢部胆管 上 皮 が
7.3%で あ っ た (図11).
Ⅵ ･ C IくZ-622お よび A-575 の免疫染色と レクチ ン 叩 B A,
P N A, S B A) 染色の検討(表2)




Fig･1 0･ Cultu red biliary epithelial cells of peripher al s m all
bile du ct of m o u se o nLab-T E Kcha mber side ar盲diffus ely
PO Sitive forT-gluta myltr a n speptida se(r-G T P). Histo ch-
e mistryforT-G T P, × 200.
Fig･11･ Sev er al n u clei(arr o w s)of c ultur ed biliary epithelial
Cells(de riv ed fro mhilarlarge bile du ct of m ou s e)showing
Cle ar po sitiv e stain s for 5-br o m o-2
'
-de xyu ridine (BrdU).
lmm un ohisto chemistry(A B Cm ethod)fo rBrd U, ×160.
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総胆管∴阻喪 の 各阻織 の 上 皮に び 漫性 の 強陽性を示 した . 陽性
細胞 は細胞質 が び漫性 に 染色 され た . 一 方 , 培養 した 4 区分の
胆道系上皮細胞 に お い ても初代か ら10代目(末梢部胆管 は 6 代
目) に 至る ま で , び漫性 に 陽性を示す部 が多く , 区分 に よ る違
い は 観察 され なか っ た ( 図12 A).
C K A-575 はマ ウ ス 肝門部胆管 , 総胆管 ‥ 阻喪 の 各組織 の 上
皮に び漫性 の 強陽性 を示 した が , 末 梢部胆管で は 染色性 は 弱
く t 部分的に 染 ま る の み で , 陰性 の 部も多く見 られ た . 一 方 ,
培養細胞で は初代 か ら10代目(末梢部胆管は 6 代 目) に 至 る ま
で , び 漫性 に 陽性 を示 す部 が多 く l 区分に よ る違い , 継 代数 に
よ る違い ほ 観察 さ れ なか っ た .
レ ク チ ン の D B A, S B Aほ ほ ぼ 同様 の 染色(レ ク チ ン 結合) パ
タ ー ン を示 した . つ ま り , マ ウ ス の 肝門部胆管 , 総胆管∴阻嚢
阻織の 各上 皮で は全 て の 細胞 に 陽性 を示 した が , 末梢部胆管 で
Fig･12･ Se v er alphe n oty pe s of m u rin ebilia ry epithelialc e11s c ultu r ed on c ouage n gel. (A)Bilia ry epithelialc ells ofs m au biledu ct
C ultur ed o n c ollage n gel fo r3 w eeks ar edif王u s ely positiv efor cytokeratin re c ogniz ed by Z-622. Im m u n ohisto che mistry (A B C
m ethod)fo r cytokeratin a nd he m ato xylirl, ×400. (B) Biliary epithelial c ells deriv ed fr o m hilarlarge bile du ct c ultu r ed o n
C O11age n gel for 3 w e eks sho w foc al lumin al staining (arr o whe ads) fo r Dolicho s biflo ru s ag glutinin (D B A). Le ctin
im m u n ohisto che mistryforD BA a nd he m ato xylin, ×40 0･ (C)Biliary epithelial c eus of s m all
'
bile du ct c ultu red o n c o11age ngel
for3 w e eks sho w fo c al cytoplasmic staining of pe a n ut ag glutinin (P N A) (arr o whe ads). Le ctin im m u n ohisto chemistry fo rP N A
and he m ato xylin, ×400.
胆道糸上皮細胞 の 培養
は染色性 ほ弱く l 部分的に 染 ま る の み で , 陰性 の 部 が 多か っ
た . D B A, S B Aは 上 皮細胞 の 管腱面の 細胞膜と , 細胞質が細額
粒状に 陽性 で あ っ た . 一 方 , 培養細胞で ほ 初代か ら1 0代目 (末
梢部胆管 ほ 6代目)に 至 る ま で , 部分的に 陽性像が見 られ たが ,
解剖学的区分 に よ る染色性 の 差異 ほ観察 さ れ な か っ た . しか
し, 全体 的に 継代培養細胞 に 比較 して 初代培養細胞の 染色性ほ
や や 弱か っ た (図12B).
レ ク チ ン の P N A ほマ ウ ス 末梢部胆管阻織 では 全て の 上皮細
胞に 陽性像を 示 した が , 肝 門部組織 で ほ 散在性 に 胆管細胞が陽
性と な る の み で , 陰性の 部も多く見 られ た . 総胆 管お よ び胆嚢
組織の 各上 皮ほ 部分的 ～ び 浸性 に 陽性像 を見た . 陽性細胞ほ
D B A, S B Aと 同様 に 管腔面の 細胞膜 と , 細胞質が 細顆粒状 に 陽
性であ っ た . 一 方 , 培養細胞 で ほ 初代か ら10代目(末梢部胆管
ほ 6代目) に 至 る まで , 部分的に 陽性を 示すも の が 多く , 解剖
学的 区分 に よ る染色性 の 差異 ほ観察 され な か っ た . ま た ,
D B A, S B A と同様 に 継代培養細胞 に 比較 して 初代培養細胞は
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P N A染色性が やや 弱か っ た (図 1 2C).
Ⅶ ･ IF N-･γ 添加時 の M H Cク ラ ス Ⅰ , ク ラ ス Ⅲ お よ び
IC A M-1, VC A M-1 の 発現(表3)
培地中に IF N-T 添加後 3日 目 で は , M H Cク ラ ス Ⅰ , ク ラ ス
Ⅰ お よび IC A M-1 が 4区分の い ずれ の 初代培養細胞 お よ び継
代培養細胞 に おい て も細胞の 輪郭を縁取 るよ うに 膜状の 発現が
見 られ た (図13 A, B, C). しか し , V C A M-1 の 発現は見られ な
か っ た ･ 免疫電顕 に よ る観察で は M H Cク ラ ス Ⅰ, ク ラ ス 1 お
よ びICA M-1 の 発現は細胞膜に 認め られ , 掛 こ 側面お よび 底面
に 強 い 発現が見 られ た (図14). ま た , IF Nで 添加が行われ て い
な い 対象群 で はい か な る胆道系上皮細胞 に お い ても M H Cク ラ
ス I . ク ラ ス Ⅰお よ び ICA M-1, V C A M-1 の 発現は観察 されな
か っ た .
マ ウ ス 肝臓 , 阻喪, 総胆管の 各組織 の 凍結切片を用い て 同様
に M H Cク ラ ス Ⅰ , ク ラ ス Ⅱお よ び IC A M-1, V C AM -1 の 発現
を検討 したが , い ずれに も明 らか な 発現は 認め られ な か っ た .
Table2･ Expr e ssio n of cytoke ratin s a nd le ctin sbinding of m u rin ebiliary epithelialc els
Origin of m urin e
bilia ry epithelialce11s
Cytoke ratin expression Le ctin binding
Z-622 A-57 5 DB A S B A PN A
Gallbladder
































≠ ≠ - /+
+ + +
-/+ - /+ ≠
+ + +
D B A･ Dolicho sbifZo r u s ag glutinin;S B A･ S Oybeチn ag glutinin; P N A･ Pe a n ut ag glutin in ･*
･ Prim ary a nd 2～ 10pa ss aged c ultu r e of m u rl n ebiliary epithelial c eIIs :§, Prim ary a nd
2～ 6 pas s aged c ultur e of buiary epithelial c ells : ≠, diffu s ely a nd str o ngly po sitiv e; +,
fo cally a nd w eakly po sitjv e; - , n egativ e.
Table3･ Expres sio n of M H Ccla ssI a nd c【a ss Ⅱ a ntigens and adhesion m ole c ule s on c ultu red
m urin ebiIa ry epithelialc ells with a nd witho utIF N-T Pr etr e atm e nt
Origin of m urine IF N-T
biliaTy ePithelial c e1s pretre atm e nt
M H Ca ntige n s A dhe sio n m ole c ule s
Clas sI C hs s‡ IC A M-1 V C A M-1
Gallblad deT ln VIVO
in vitr o*






In V IV O
tn vitr o*
l n V IV O
in vitr o*








m ajor histio c o mpatibility c o mplex a ntigen; IC A M-1, inter c ellular adhesio n m ole c ule-1;
VC A M-1- Va SCular adhesio nrn ole c ule-1;IF N-T･ interfer o nga m ma :
*
, Prl m ary a nd pa ss age c ultu r e of
m u Tine bilary epithelial c ells･ ≠, Str O ngly positiv e: 十, W e akly po sitiv e; - , n egativ e.
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F ig.1 3. Expre s sio n of m ajor histoc om patibility c o mple x
a ntige n(M H C)cla ssl, ClassⅡ a nd inter c ellular ad he sion
m olec ule-1 (IC A M-1) o n c ultu r ed biliary epithelial c ells
deriv ed fr o m pe ripher al s m all bile du ct of m o u se o n
C Ollage n gel fo r3 w e eks aftertr eatm e ntfor 3 days with
500u nit/mlTO u S eIF N
-T･ (A) T he se c ells sho w m e mbr-
a n o u s e xpr e sslO n Of M H Ccla ssI. Im mun ohisto chemistry
(A B Cm ethod)forM H Cclas sI and m ethylgr ee n, ×264.
(B) T he se c e11s sho w m ernbr a n o u s e xpre s sio n of M H C
Cla ssII. Im m u n ohisto che mistry (A B Cm ethod)for M H C
Cla ssI and m ethylgr e e n, ×264. (C) T he s e c e11s sho w
m e mbra n o u s e xpre ssio n of IC A M-1. Im m u n ohisto che mis-
try(A B Cm ethod)forI C A M-1 a nd m ethylgr e e n, ×264.
Fig.14. Interc ellular adhe sio n m ole cule-1(I C A M-1)e xpr es sed
m ainly o n ba solate ra,1 c ellm e mbra n e of biliary epithelial
C ells of pe ripheral s mall bile du ct of m o u se c ultur ed o n
c ouage n gel for3 w e eks a,fter■tr e atm e nt with 500u nit/ml
m o u s eI F N-T for 3 days二 N, n u Cle u s; L, C ultu r efluid.
Im m u n o- electr o n mic ro s c oplC Study of I C A M-1, ×5,300.
F ig.1 5. Expr es sio n of hu m a nle uko cyte antige n-D R(H LA-
D R) a nd intercelula r adhe sio n m olec u r e-1 (I C A M-1) o n
hu m an gallbladder epithelial c ells on c o11age n gel (3
pa ss age s)for3 w e eks aftertr e atm e nt500u nit/ml hu m a n
IF N-T fo r 3 days. (A) T hes e c ells sho w m e mbra n o u s
e xpr es sio n of hu m a nle uko cyte a ntige n- D R(H L A-D R).
Im m u n ohisto che mistry for H L A-D R a nd he m ato xylin,
×320. (B) T he s e c由s sho w m e mbr a n o u s e xpr e sion of
interc elular adhesio n m ole c ule-1 (I C A M-1). Im m u n ohisto-
Che mistryforIC A M-1 a nd he m ato xylin, ×264.
胆道系上皮細胞の 培養
Ⅶ . ヒト胆嚢上皮細胞の培養
ヒ トの 胆嚢の 微小敵織片を培養移植片と して用い , ゲ ル 培地
で培養 した 場合 , 培養2 日目 よ り , ゲ ル 培地上 に 静置 した培養
移植片か ら胆嚢上皮細胞 の シ ー ト状の 増殖 を示 す コ ロ ニ ー が 観
察され , 増殖先端部で ほ形態学上 , 問質細胞 の 混入 の な い 領域
が 認め られ た . こ の 部分を位相差顕微鏡下 で ゲル 培地ご と ハ サ
ミ で 選択的 に 切り取 り, 別の ゲ ル 培 地に 培養移植片と して 移植
する と ∴形態学的に ほ上 皮細胞 の 増殖の みか らな る継代純粋培
養と な っ た ･ た だ し, 2代目 の 胆嚢培養細胞は所 々 で ゲ ル 培地
よ り, 自然に 剥離脱落す る傾向が見 られ , 3代 目で ほ こ の 傾向
が強 ま り , か ろ う じて コ ロ ニ ー の 形成が 観察 され た . しか し,
4代 目で は コ ロ ニ ー の 形成ほ見 られ ず ト 阻喪上 皮細胞 の 培養ほ
3代 目 まで 可能 で あ っ た .
免疫組織化学上 , 継代培養 した胆嚢上皮細胞は C K 7お よ び
C K19 が び渡性 に 陽性 であ っ た .
ま た , IF N-r を 作 用 させ た 胆嚢 上皮培養細胞 で ほ 膜状 に
H L A-D R お よび I C A M-1 の 発現が 観察 され た (図 15 A, B). た
だ し , V C A M-1 の 発現ほ マ ウ ス の 場合 と同様 ,IF N-T によ っ て
誘導 され なか っ た . IF Nl 無添加群ほ H L A-D R, IC A M,1 の 発
現 は見 られ なか っ た .
考 察
胆道系ほ肝細胞か ら分泌され た 胆 汁を 十二 指腸 に 運ぶ 導管 で
あり1)2), ヒ ト の 場合で は 解剖学的 に 肝内小型胆管(細胆管, 小葉
間胆管, 隔壁胆管), 肝 内大型胆管 (区域胆管, 領域胆 管 , 肝
管), 総肝管 , 総胆管 , お よ び胆 嚢 に 区分 され る2)4). 胆道系は レ
ベ ル (解剖学的区分)に応 じて 形態 , 粘液産≦L 糖鎖発現に 違 い
が あ り, そ れ ぞれ の 生理 機能 に も違 い が あ る と考 え られ て い
る2)4)･ さ らに 多く の ヒ ト胆 道系疾患 で は選択的に 障害 され る 胆
道系の レ ベ ル が 異な っ て い る2}4). した が っ て , 解 剖学的区分に
応 じた胆 道系上皮の 機能や構造 , 病 態を 解明す るうえ で , 胆道
系の 区分別の 培養系ほ有用 で あ り, ま た 是非 とも必 要で ある .
今 臥 正 常 マ ウ ス を 用 い て コ ラ ゲ ナ ー ゼ 潜 流法 と 培養移植片
(e xpla □t) 法に よ り胆道系上皮細胞 を末梢部胆管 , 肝門部胆管 ,
総胆管 , 胆嚢の 4 区分別 に , 分離培養す る こ と に 成功 した .
さ て , 培養移植片法 に よ る マ ウ ス 胆道系上皮細胞 の 純粋培養
法は斎藤 ら15)が 胆嚢を 用い て初め て 報告 して い る . そ の 原理 は
上皮細胞と問質細胞 の 増殖 パ タ → ン と速度 の 違い に 基づ い た 上
皮細胞の 分離法である . すな わ ち , 生体 よ り分離 した微小組織
片(e xpla nt)( 上皮細胞成分と問質細胞成分が含ま れ る) をゲ ル
培地上 に 静置 し, 初代培養を行う と , 時間の 経過と ともに 上 皮
細胞 お よび 問質細胞 ほ増殖進展す る . 培養の 早期で ほ上 皮細胞
の 増殖進展速度 ほ問質細胞よ りも速 い た め に ゲ ル 培地上 の 上皮
細胞の 増殖先端部 で は問質細胞 の 混入 の な い 部位 が出現する .
そ こ で , こ の 部分 を選択的に ハ サ ミ で 切 り取 り, 継代移植する
こ と に よ り , 胆道系上 皮細胞 の 純粋培養が 可能 と な る .
今 臥 こ の 培養移植片法を用 い て 胆嚢上皮細胞 の み な らず ,
末梢部胆管, 肝門部胞軌 総胆管の 各区分の 上 皮細胞の 分離培
養に 成功 した . 位相差顕微鏡下で 上 皮細胞成分 と問質細蘭成分
の 識別ほ容易 で , 上 皮細胞 は類円形 ～ 多角形 の 形を した細胞が
敷石状に密 に配列 し , 増殖先端部ほ境界明瞭であ っ た . これに
対 し, 線維芽細胞や内皮細胞等の 問質細胞 は紡錘形を示 し, 放
射状に 散在 し , 境界ほ 不整 で あ っ た . 今回 の 培養実験で 2代目
以降ほ形態学上 , 上 皮細胞成分の み の 純粋培養 とな っ た . しか
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し, た と え 2代目 の 培養成分に 問質細胞が混入 して い た と して
も, 3代目 以降も初代と同様に コ ロ ニ ≠ の 増殖先端部から , 問
質細胞の な い 部位を培養移植片と して作製 し, 用 い る こ とに よ
り , 培養の 回を 重ね る毎に 上 皮細胞と して の 培養は純化 され ,
上 皮細胞の 成分の み に な る と考え られ る .
今 臥 実験動物と して マ ウ ス を 使用 した . 動物実験系に 頻用
され る ラ ッ トに 比べ , マ ウ ス を 利用 した 理 由は , 第 一 に マ ウ ス
胆道系に ほ胆嚢と い う器官 があ るが 一 ラ ッ トに は 胆嚢が なく ,
胆嚢上 皮細胞の 培養 は ラ ッ ト で ほ 不可 能で ある . 第二 に ラ ッ ト
と マ ウス を比較 した場合, 生体内で は 胆管(総胆管や 肝内大型
胆管) 周囲の 問質結合織に関 して マ ウ ス の 方が胆管が細い 分だ
け 少な い ･ そ れ 故に 初代培養に お ける胆道系上皮細胞と問質細
胞と の 増殖 の 競争で は 胆道系上皮細胞 の 方が有利に な り, 培養
移植片法 は ラ ッ ト よ りも マ ウス で 行う方が有効な培養法と考え
た か らであ る ･ 第三 に ラ ッ トの 肝 内胆管上皮細胞の 分離培養法
ほ少数なが ら報告 され て い る8ト 13)の に 対 して , マ ウ ス で の 報告
ほ 今回 が初め て で ある. ま た , ラ ッ ト に 比 べ て マ ウ ス は イ ン
タ ー ロ イ キ ン 等の 各種サ イ ト カ イ ン や 増殖因子 が 市販 され てお
り, 入手 しや すく , これ らを 使 っ た実験系を容易に 立 案する こ
と が 可能で ある . 以上 の 理 由に よ り , 今 臥 マ ウス を 実験動物
と して 用い た .
本実験で は , 4区分の 阻道糸微小阻織片を ゲル 培地上 で培養
を行 い , 肝門部阻≠凱 胆嚢 , 総胆管の 各由来の 培養細胞は10代
目 ま で t 末梢部胆管由来 の 上 皮は 6 代 目 ま で 継代培養を行 っ
た ･ 初代培養 で は い ずれ の レ ベ ル に お い て も ゲ ル 培地上 に 静置
した培養移植片よ り, 胆道 系上 皮細胞の 増殖 , 進展 が見 ら れ
た
･ 肝外胆道糸(胆嚢, 総胆管) 上皮細胞に 比較 して 肝 内胆管
(肝門部胆軌 末梢部胆管) 上皮細胞の 進展 して くる率が 低く ,
特 に 末梢部胆管で は , 培養を試み た培養移植片の 7. 5% で 上 皮
の 増殖が見 られ た の み で あり , 非常に 低か っ た . こ の 理 由と し
て , 今回行 っ た 肝内胆 道系の 初代培養 で 肝実質の 消化 , 除去の
た め に 酵素処 理 と ク シ に よ る機械的剥離 に よ り, 胆管上皮細胞
の 一 部が障害を 受け , 組織 よ り脱落 した り , ま た , 増殖能 を喪
失す る可能性が 理 由と して あげ られ る . 特に 末梢部 で は胆 管を
取 り巻く 門脈域結合阻織が乏 しく , こ れ らの 障害 をよ り被 りや
すい と 考え られ る . ま た , 一 般的に 培養細胞の 増殖に ほ ある程
度の 細胞数が 必 要とさ れ て お り, 自己が 産生する増殖因子の 濃
度や , 接触に よ る細胞間 コ ミ ュ ニ ケ ー シ ョ ン の 影響が細胞の 増
殖能力に 関与 して い る と され て い る16}. こ の 点に 関 して も末梢
部胆管は上 皮細胞 の 絶対数が低く l 増殖に 不利 で あ っ たと 思わ
れ る . なお , 初代培養で ほ血 清培地を 用 い ず , ヌ ー ･ セ ー ラ ム
培地(低血 清培地) を使用 した . 血 清培地 は線維芽細胞 の 増殖を
高度に 促進する13) の で , 線稚芽細胞 の 増殖抑制 の た め に 初代培
養で ヌ ー ･ セ ー ラ ム 培地 を用い た . ヌ ー ･ セ ー ラ ム ほ低濃度の
牛胎児血清を含む が , 血 清代替物 と して 一 般 に 広く使用 され て
い る . 2代目 以降は形態学的に 胆道系上皮細胞 の み の 培養 と
な っ た の で , 血 清培地を使用 した .
形態学上 , 初代お よ び継代培養 で 胆道系上皮細胞 ほ ゲル 培地
上 を , ゲル 面 を基底側, 培養液 に 接する面を内脛側 とい う極性
を保 ちながら, 単層性に増殖進展 した . 電顧的に は 内腔側 には
豊富 な徴絨毛が , 細胞間に は接着装置や横合 ヒ ダ が観察され ,
生体 内の 胆道系上皮細胞と同様の 形態を示 した . また , 継代培
養細胞で胆道系上皮細胞の 確認 , 同定の ため に r-G T P染 色をJ
行 っ た が , び渡性の 陽性所見が得られ, 培養細胞 は胆道系上皮
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細胞由来 であ る こ と が 酵素学的に も示 された .
C K ほ中間 フ ィ ラ メ :/ ト の 主 要成分で あり , 主 と して種 々 の
上 皮細胞 の 胸体内で の 細胞骨格形成に 関与 して い る1T). 現 在 ,
分子量(40～ 70k Da), 等電点(酸性, 塩基性) に よ り1 9種 に 分類
され
汀)
, 上 皮組織毎に特徴的な C K を含む
18ト 20)
. 免疫染色 で ,
C K Z-622 は生体内お よ び 培養系で の 胆嚢 , 総胆管 , 肝 門部胆
管 , 末梢部胆管の 各上 皮細胞 でび 漫性に 強陽性を 示 した . C E
Z-622 ほ広範囲の 分子量(48, 51, 52, 56, 58,6 0k Da)の C Kを
鼓す るポ リ ク ロ ー ナ ル 抗体 で , マ ウ ス 胆道 系上皮細胞 の マ ー
カ ー に な る と報告 され て い る2Z)2ユ). Z-622の 染色結果は各培養成
分が胆道糸由来 で あ る こ と を示 して い る . また , C E A-575 ほ
生体内で は阻 喪 , 総胆管 , 肝 門部大型胆管の 各上 皮細胞で ほ び
漫性に 強陽性を 示 した の に 対 し, 肝内末梢部 の 小型胆管で は 部
分的に 陽性所見を認め るの み で あ っ た . C K A-575 ほ培養系(初
代お よ び継代培養) で は 各胆道系上皮細胞 の い ずれ に もび 漫性
に 強陽性 を示 し , 解剖学的区分に よ る違い , ある い ほ 継代数に
よ る 違 い ほ 認 め ら れ な か っ た . C K A-575は 分 子 量 (56,
64k Da) の C Kを認識す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗体で あるし. 生体 内
の 肝末梢部胆管上皮細胞で は こ の 分子量(56, 64k Da) に 相当す
る C E が本来乏 しく , 培養系で 発現が増強 した可 能性が ある .
S hiojiri ら
21)22) ほ胎児 マ ウ ス の 肝臓 の 器官培養を用 い て 胆 管 の
発生 に つ い て 検討 し, レ ク チ ソ の DBA,PN A,S B Aの 結合性が
胆管 上皮細胞 の 指標 に な る と 述 べ て い る . ま た , Takaha shi
ら
23)ほ 9種類の レ ク チ ン 〈タ テ ナ タ マ メ レ ク チ ン (c o n c a n a v alin
A), レ ン ズ マ メ レ ク チ ン (L,en S C ulin a ris ag glutinin), コ ム ギ ハ
イ ガ レ ク テ ン (whe at ger m ag glutinin), D B A, S B A, ア カ イ ン
ゲ ソ マ メ レ ク チ ソ ー E(P ha se olu s v ulga ris e rythrr o- ag glutiniT
n), P NA, ヒ マ レ ク テ ン ー Ⅰ (Ricin u s co m m unis ag glutinin-Ⅰ),
ハ リ ユ ニ シ ダ レ ク チ ソ ー I(Ule ∬ e u r OPa e u s ag glutinin-I)〉 を マ
ウ ス 胞管上 皮細胞 で 検討 した 結果, D B A, P N A. S B A が, マ ウ
ス 胆道系上皮細胞 に特異的に結合す る レ ク チ ン で ある こ とを 報
告 して い る . 今回 3種煩の レ ク チ ソ (D B A, P N A, S B A) を用 い
て , 生休 内と 培養系の 胆道系上皮細胞 に つ い て こ れ ら の レ ク チ
ン 結合性を検討 し た . 生体内 の 胆道糸 上皮細胞 に お い て ほ
D B A,S B A は ほ ぼ同様の 染色(結合)パ タ ー ン を 示 し , 肝 門部胆
管一 総阻管 卜 阻喪の 各 巌道上皮で は び埋性 に 強陽性 を示 した .
しか し, 末梢部胆管で は 染色性は弱く ▲ 部分的 に 染ま る の み
で j む しろ陰性の 部が 多く見 られ た . P N A は末梢部胆管 で ほ
び漫性 に 陽性像を 示 した が , 肝門部胆管 では 散在性 に 陽性 の 細
胞 を見 るの み で , 陰性 の 部も多か っ た . また , 総胆管 お よ び 胆
嚢 の 上 皮ほ 部分的 ～ び 渡 性の 陽性像 を 示 し た . D B A, S B A,
P N Aの 陽性細胞ほ い ずれ も管腱側の 細胞膜 と ∴細胞質 が細顆
粒状 に陽性であ っ た . 一 方 , 培養細胞で ほ 初代か ら10代目(末梢
部胆管 は 6代目) に 至 る ま で , 散在性 また ほ 一 部び漫 性 に 陽性
を示 すも の が 多く , 解 剖学的区分に よ る染色性の 違 い は観察 さ
れなか っ た . 一 般に , 生体 内の 細胞 を分離 して , 培養系 に 移行
す ると , 初代培養 , 続 い て継代培養と経時的に 細胞形質 が変化
し , そ の 細胞が 本来生体内で有 して い る特異的な機能 , 分化 の
一 部が 消失 して しま う こ と が知 られて い る絢 . そ の 機能 , 分化
の 消失ま で の 期間は 数 乱 数週の 単位の 場合も多く , 本例 の レ
ク チ ソ 染色 の 結果も , 培養系 の 移行に よ り , 細胞の 糖鎖 (糖蛋
白) の 発現 の 特異性が変化 , 消失 した こ とを 反映 して い る と思
われる .
4 区分 の 各培養胆道系上皮細胞は コ ラ ー ゲ ン ゲ ル 培地内で 培
柳
養する と , い ずれ に お い て も多細胞か らな る褒胞を形成 し, 経
時的に喪胞 の 拡大が観察 さ れ た . コ ラ ー ゲ ン は 生 体阻織を構
築 , 支持 して い る細胞外 マ トリ ッ ク ス の 主 要構成成分の ひ と つ
で , そ の 量ほ 生体 の 全蛋白質 の 約 3 分の 1 を占 め , 現 在 , コ
ラ ー ゲ ン の 分子種 と して は19種類以上知 られ て い る
25)
. 機 能 と
して は観織構築以外 に , 支持する細胞 の 機能発現の 制御に も関
与 して い る と考 え られ て お り , コ ラ ー ゲ ン を 培養基質 に 用い る
こ と に よ り , 培養細胞 の 形態形成 , 磯能分化を促進す ると され
て い る . また , コ ラ
ー ゲ ン ゲル 培地内で 培養を行 う と , 3次元
的 な形態形成 ∴組織構築を 示 す こ と が知 られ て お り , 乳腺上皮
細胞26卜 28)や 甲状腺濾胞細胞2醐) を 用い た報告が知 られ て い る .
私共の 教室 で も ウ サ ギ胆嚢 よ り胆嚢上皮細胞を分離 し , コ ラ ー
ゲ ン ゲル 培地内で 3次元培養を行うと 2 ～ 3 巳後 に 多細胞性嚢
胞 の 形成 が観察 され , 経時的に 嚢胞の 拡大 が観察 され た こ と を
報告 して い る
5ト7)
. また , さ らに John s o nら
31)ほ肝 内胆管上 皮細
胞 を コ ラ ー ゲ ン ゲ ル 培地内 で 3 次元 培養 し , 肝細 胞増殖国子
(hepato cyte gro wth fa ctor, H G F)を 添加す る と , 樹枝状 の 管脛
が形成 され る こ と を報告 し てい る .
さて , 原発性胆汁性肝硬変(prim arybiliary cirrho sis,P B C)や
原発性硬化性 胆管炎(prim a ry s cler o sing chola ngitis, P S C), 肝
移植後の 移植片対宿主病 (gr aft-V erS u S-ho stdis e a s e, GVH D)で
は胆 管上 皮が標的細胞 と L て生体の 免疫系よ り , 障害を 受け破
壊 され る32 ト 瑚. こ の 免疫性胆管障害 に は C D 8(+)の 細胞障害性
丁 細胞 に よ る障害が 主 体を な し
35)36)
, 障害鼠管 に は I C A M-1 と
M H Cク ラ ス Ⅰ (H L A-D P, -DQ, -D R)が 異所性 に 発現す る こ と
が知 られ て い るユ2)33)a7). こ の 異所性の 発現は胆管周囲 に 浸潤 した
リ ン パ 球よ り放出され る サ イ ト カ イ ン , 特に IF N-r に よ り惹起
され ると 考え られ て い る33)38). こ の 生 体 内の 局所免疫反応 を今
回 , 培養系 で 再現 した . す なわ ち , IF N-γ を マ ウ ス 胆道系上 皮
お よ び ヒ ト 胆謹 上 皮の 培養細胞 に 作用 さ せ る こ と に よ り ,
M H Cク ラ ス II と IC A M-1 の 発現が 観察 された . また , 正 常肝
に お い て , ヒ ト胆 道系上 皮細胞 は わ ずか で は あ る が , 常 時
M H Cク ラ ス
ー
Ⅰを 発現 して お り34)3T}3g)4 0), P B C, P S C, G V H D等の
胆道系疾患 で は ク ラ ス Ⅰ の 発 現が 増強す る と 報告 さ れ て い
る
34脚 1)42)
. しか し, 今回 の 実験で は 生体内(in viv o) の 胆道系上
皮やI F N-T 無添加時の 培養細胞 で は MHC ク ラ ス I の 発 現は 認
め られ ず , IF N-r 作用 時の み に ク ラ ス Ⅰの 発現が観察さ れた .
今回 , 生体内(in viv o)の 胆道系上皮や無処 理 の 培養細胞 で ク ラ
ス Ⅰ の 発現が 認め られ な か っ た理由 と して ほ I M H Cク ラ ス Ⅰ
の 発現 が微弱な た め , 使用 した抗体で検出出来なか っ た ため か
も しれ な い .
M H Cク ラ ス I お よ びク ラ ス Ⅱの 発現は T細胞の 抗原認識に
は 必要不 可 欠で あ る . T 細胞は T 細胞 レ セ プ タ ー (C D 3複合
体) を介 して 上 抗原捉示細胞 ま た は標的細胸上 の M H Cク ラ ス
Ⅰ ま た ほ M H Cク ラ ス Ⅱと 結合 した抗原を認識する43)44). 続い て
抗原を認識 した T 細胞は活性化 され , 増殖 し, 標的細胞 を破壊
する . こ の 一 連の 免疫反応 に は IC A M-1等の 接着分子を介 した
抗原掟示細胞 また ほ 標的細胞と T リン パ 球と の 直 接的 な結合
が必要不 可 欠で あ ると され て い る44).
P B Cの 障 害胆管 で は 接 着分 子 と し て IC A M-1 以 外 に
V C A M-1 も発現 して い る こ とが報告 され て い る45). IC A M-1 お
よ び V C A M-1 は とも に 免疫グ ロ プ リ ン 様 ド メ イ ン 構造 を も
ち ∴ 接着分子で ほ 免疫 グ ロ プ リ ン フ ァ ミ リ ー に 属 す る
48)
.
IC A M-1 に 対応す る リ ン パ 球上 の レ セ プ タ ー ほ リ ン パ 球機能関
胆道糸上皮細胞 の 培養
遵抗原 1 (lym pho cyte-fu n ctio n a s s ociated a ntige n-1, L F A-1)
で , ま た , V C A M
-1 に 対応す る レ セ プ タ ー は超 後期抗原 4
(v erylate a ntige n-4, V LA-4)で ある
45)46)
. P B Cの 障害胆管周囲
に は L F A-1 また は V L A-4 が陽性 の T 細胞が観察 され45), T
細腰 と 標的細胞(狙 管上 皮) と の 免疫応答 に は IC A M-1 と
L F A-1 の 結合お よ び V C A M-1 と V L A-4 の 結合が重要な役割
を担 っ て い る と 考 え られ る . 今 回 , I F Nで を 作 用 し て も
VC A M-1 の 発現 ほ 誘導 され な か っ た が , 障 害 胆管 で の
V C A M-1 の 発現の 誘導 に は別の 機序 , た と え ばIF Nで 以外 の
別の サ イ ト カ イ ン が 関与 して い る の か も しれ な い . ま た ,
Osbo rnら
47)は ヒ ト臍体由来の 培養血管内皮細胞を用い て , イ ン
タ ー ロ イ キ ン ー1(interle ukin-1, II. -1)や 腫瘍壊死因子-α (tu m or
n e c ro sisfa ctor- α, T N F-α)で V C A M-1 の 発現が 誘導 され る こ と
を報告 して い る . こ れ らの 免疫系 で の 細胞 と細胞 , また , 細胞
とサ イ ト カ イ ン な どの 液性物質 との 関連性は , 今 回報告 した 培
養系に よ り , よ り詳 しく , また , 簡単に 検索出来 るもの と 思わ
れ る .
最後 に ヒ ト の 胆嚢粘膜も同様に , 単離 し, 純粋継代培養する
こ とが 出来 , さ らに 種 々 の サ イ ト カ イ ン を添加 し , マ ウ ス で の
結果に 類似 した成績 を得 る こ と が 出来 た . こ の こ と は , ヒ トの
胆道系で の 区分別培養が 可 能で あり , さ ら に ヒ トの 肝 内胆管系
を特異的に 障害す る P B C や P S Cな どの 疾患 の 免疫現象を , 培
養系で 検討で き る こ とを 示 唆 して い る .
績 論
1 ･ SIc/IC Rマ ウ ス を用 い て , 胆嚢 , 総 胆軌 肝門部胆軌
末梢部胆管の 解剖学的区分 か ら の 阻 道糸 上皮細胞 の 長期(初
代, 継代) 培養を行う こ とに 成功 した .
2 ･ 胆道系上 皮細胞 の 初代培養 を コ ラ ー ゲ ン ゲ ル 培地上 で行
い
, 間英系細胞 の 混入 の な い 上 皮成分 か ら な る部分を切 り取
り , 継代す る こ と に よ り胆道系上 皮細胞 の 純粋培養に 成功 し
た ･ ま た , 3週間毎 に 継代 し, 胆嚢 , 総胆 軌 肝門部胆管は10
代目 ま で , 末梢部胆管は 6代 目 まで 観察 し得た .
3 ･ 形態学上 初代 ∴ 継代 , ま た l い ずれ の レ ベ ル の 胆道系
上皮の 培養細胞も コ ラ ー ゲ ン ゲル 上 を 単層性 に 敷石 状に 増殖進
展 し, コ ロ ニ ー の 中心 部 で は 立 方状 ～ 円柱状 の 形態を 示 し, 辺
綾部 で ほ 扁平な形態 を示 した , 粘液 の 産生 ほ ほ とん ど見 られ な
か っ た ･ 各胆 道系培養細胞は γ-GT P染色 が び 漫性に 陽性で
あ っ た ･ 電顕 に よ る観察で は管脛側 に は徴絨毛が密生 し, 細胸
間に ほ接着装置や供合 ヒ ダが見 られ , 生体内の 胆 道系上皮と し
ての 特徴 を備えて い た .
4 ･ Brd U を用 い た S 期細胞の 陽性率は継代培養 で は胆嚢上
皮ほ8･6‰ 総腹管上皮 ほ7･8% ‥ 肝門部胆管上皮が9.2% , 末梢
部胆管上皮が7.3%で あ っ た .
5 ･ 各胆道系培養細胞 を コ ラ ー ゲ ン ゲ ル 内で 3次元 的に 培養
する と t い ずれ の 系も単層性の 上 皮 で覆わ れ た褒胸の 形成 を示
し, 経時的に嚢胸 の 拡張が観察され た .
6 ･ 各胆道系培養細胞 ほ C KZ-622 お よび A-575に び浸性に
強陽性を示 した . 培養細胞は レ ク チ ン の D B A, P N A,S B Aに は
散在怯 また ほ 一 部び 漫性の 結合性を 示 し, 各解苦悍 的区分に お
い て 明 らか な 染色性の 差異ほ観察 されな か っ た . 生体 内で 見 ら
れた ような 区分に よ る レ ク チ ソ 結合能(糖鎖発現) の 違 い は培
養細胞で は 認め られ なか っ た .
7 ･ 培地中に マ ウ ス IF Nで を添加 して 3 日 間培養を行うこ と
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に よ り , 各胆道系上皮細胞に ほ免疫組織化学的に M H Cク ラ ス
Ⅰ , ク ラ ス Ⅰ お よび IC A M-1 の 発現が誘導 され た . 免疫電顕に
よ る観察で ほ い ずれ の 発現も細胞 の 側面 と底面の 細胞膜に認め
られ た ･ また , ヒ 下腿義上皮 の 培養細胞 に ヒ トIF N一γ を作用 さ
せ る と , 同様 に M H Cク ラ ス Ⅱ (H L A-D R)お よ び IC A M-1 の
発現が誘導 され た .
以 上 マ ウ ス 胆道系を阻喪, 総胆管 , 肝門部阻軌 末梢部胆
管と解剖学的 に 4区分に 分け, 各 々 の 区分の 胆 道上皮細胞を長
期か つ 純粋に 培養する こ と に 成功 した . こ の 培養法ほ胆道系の
解剖学的区分毎に 上皮細胞の 形態 , 免疫学軌 生理学的機能を
解明す る うえ で , また , 胆道系疾患の 病態解明 に 有用な方法と
思わ れ た .
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Key w ords biliary epi thelial cell, biliarytre e, C ulture on c ollage ngel, mqiorhistioc o mpatibility c o mplex, adhesio n
m olec ule
Biliarytract is classifiable ana t o micallyintofo ur s egm e n ts:gallblad der(G B), eXtrahepatic bile duct(E H B D),
intrahepaticlarge bile duct(IL B D) and intrahepatic s m allbile duct(ISB D)･ In bilary dis eases, C e rtain an atomic al
Segm ent(S)of thebiliary tract ar e a鮎ctedpreftre ndally･ Su ch preftre nce m ay be related tothe funcdons a nd an tigenicity
Char aCterisdc tothelev els of thebiliarytree･ In o rder toclarifythe pathogenesi ofbiliary dise ases, a m ethod of long-term
C ulture of biliary ePithelialc ells(B ECs)fto m sev ralsegments of m urinebiliarytract w ase tablished･ First, thebiliary &ee
W aSPrepared 丘o m n orm al murineliv ersby c ollagen asep rfusion and m echanicaユ par e nChym a re m o ve m ent. Gal 1bladder
a nd e xtrahepatic bileduct w ere also resectedseparately･ T berefbre, S m alltissu e血･agm ents h m each segm ent(GB, EHB D,
I L BD
,
andIS B D) wereprepaJed withscissors･ These丘agmentsw er eus ed as explants and cultured o n co11agen gelm atrix
(gel)for 2 w eeksin Nu -Se ru m m ediu m･ BECs begantOprOliferatefto m each e xplan t and spread as a sheeto ngel. So m e
POrtions ofspreading epi thelialsheets w ere co mposedofonly epithelialcells without m esen chym alco nta mination a ndsuch
POrdons w ere c ut and re transpla nted on anothergelsec ondarily･ TYle Subseque ntpassaged culture sofpuri 丘ed B E Cs were
done e very3 w eeks･ T he c uture of B E Cs o n co11agengel, deriv ed &o mG B, E = BD, m B D, W a SPOSSible uptol Opass ages,
While thosefro mIS B Dup to 6 passages･ H istologically, the c ulutred B E Cs were ofa m onolayer with a c uboidala nd
COlu m nar shq)e･ Se cr etion of m ucin w ashardly rec ognizablein their cytoplas m･ γgluta myltr an SPePtidase(Y･GTP), and
CytOkeratin detectableby antibodiesZ -622and A-575 were e xpress ed in their cytoplas m･ B ECs ofeachlevel w erefbca11y
and dif fusely positiv efbrbile du ct-SpeCi丘clectins, DoLichos byIo rus agglutinin, S Oybe an ag glutinin and pean utagglutinin･.
Ultrast ru Ctural 1y, microvilliw erede ns e ontheluminal$ urface, a ndju mio nalc o mplex and interdigitation w ereid ntinable
O nlateralsides ofB ECs･ T heir ove r a11m orphologic alftatures w ere similartO those of in vivoBECs･ Is olated andpmi鮎d
BECs w ere s ucessfu11y cultured inc olage ngelm a&ix andthey begantOfbr m m ultic e1ular CyStS after2 days a nd theirlu m en
gradually enlarged･ A fter additio n of interftron-γ(P N-Ⅵ, m ajorhistio co mpatibility co mplex antige n(M HC)classI and lI,
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andintercellular ad hesion m olecule-1(I C A M-1)w ere e xpressed o ntheprim ary and pass age culutred B ECs. T bere w ere n o
difftre ncesbetw e enthefourty peS Of the culutred B ECs as to stainlng patte rn Sfbr mucin, γGT P, CytOkeratins,1e ctins, M H C
ClassI andH, a ndICA M-1. Hu m a ngal bladder epi thelialc･e11s w ere also su ccessfu 11y cultured on geluslngthe sa m e m ethod
and theye xpressed MH C- D Rand I C A M-1 after stim ulation of IF N-γ. nlis n ovelc ulture m ehtodof B ECsfro mthediffer nt
an atomical lev els wil o触r a usefu1 to olfbrinve stigationsinto thephysiology, 1 m m u n Ology andpath0logyofB ECs.
